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Beschreibung

pie Erfindung betrifft eine chromatographische Sdule fir
immunologische Untersuchungsverfahren.

Mit einer solchen chromatographischen Sdule sollen Separations-
verfahren fiir immunologisc¢he Bestimmungen, insbesondere
fluoreszenz-, enzym- oder lumineszenz-immunologische Unter=
suchungen durchgefiihrt werden, bei denen der gebildete
Antigen-Antikérper-Komplex von den freien, nicht am anti-
kbrper gebundenen Antigenen mit Hilfe der trockenen chromato-
graphischen Siule getrennt wird,welcher das flissige Reaktions-
gemisch der immunologischen Bestimmung aufgegeben wird und wobei
die Antigen-Antikdrper-Komplex-L&sung extinktionphotometrisch
gemessen wird.

Seitdem 1960 S.A. Berson, R.S: Yalam und R. Ekins das Prinzip
des Ligandenbindungsassays gefunden haben, haben der Radio-~
immunassay und seine AbkSmmlinge als Methode der Wahl zur
guantitativen Bestimmung kleinster Substanzmengen in biclogischem
Material, Lebensmitteln u. &. eine weite Verbreitung
erfahren. Nachteile dieser Methode sind offensichtlich der
Umgang mit Radioisotopen sowie deren begrenzte Haltbarkeit,
die vor allem auch ihre Nutzung in Lindern der Dritten Welt
beeintrdchtigt, in denen die Versorgung und Entsorgung durch
kommerzielle Kit-Hersteller nicht der in industriellen

Lindern vergleichbar ist.

Als alternative Methoden wurden Enzym-Immunoassays, Fluor-
eszenz-Immunoassays oder Lumineszenz-Immonoassays entwickelt,
wobei die Bestimmung extinktionsphotometrisch erfolgt.
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine besonders preis-
werte und einfach zu handhabende chromatographischs S&ule

flir solche Untersuchungsverfahren vorzuschlagen, die in be-
sonders einfacher und zuverlissiger Weise Reaktionen, Trennung
und Messung der zu untersuchenden Substanzen ermdglicht.
Bei den bekannten universell anwendbaren Trenntechniken, wie
dem Solid-Phase-System, war bisher beim Lumineszenzverfahren
durch ein Ansezten von Partikeln, be-
sonders beim Coated-Tube-Assay, ein schwer zu eliminierender
Background in Kauf zu nehmen, weil verfdlschende Substanzen
an der RShrchenwand absorbiert wurden und erhebliche Spiil=
vorgédnge notwendig waren.
Handelte es sich bisher um radioimmunologische Separations-
verfahren, so blieb das Problem der Entsorgung der radio-
aktiven Fliissigkeit, was neben dem Zeitaufwand vor allen
Dingen eine Kontaminationsgefahr mit sich brachte.

Demgegeniiber wird erfindungsgemif die oben genannte Aufgabe
bei einer trockenen chromatographischen Sidule zum Separieren
der Antigen-AntikOrper-Komplexe von den freien, nicht an
Antikdrper gebundenen Antigenen und/oder zur vollstidndigen
Bindung aller markierten Substanzen bei der immunologischen
Bestimmung von Antigenen bzw. Haptenennach radio—,fluoreszenz-,lumineszer
oder enzym-immunologischen Bestimmungsmethoden, bei der i:
einer wasserfesten und wasserdichten Umhiillung als unpolares
Sdulenmaterial ein kreppfdrmiges dichtgerolltes Filterpapier
mit hohem Reinheitsgrad, insbesondere aus Regeneratzellulose
eingepreft ist, dadurch erreicht, daB die chromatographische
stehende S&ule einen oberen Reaktionsteil und einen unteren
Trenn- und MeBteil aufweist, die durch einen perforierbaren
Boden voneinander getrennt sind.

Hierdurch wird erreicht, daB8 Reaktion einerseits, Trennung
und Messung andererseits, in einer einzigen S3ule und zwar
gegebenenfalls ohne &uBeren Kontakt durchgefiihrt werden
kénnen, das zu untersuchende Material, insbesondere das
radioaktive Material, vollstdndig im Filter verbleibt und

" .
. v
o s . . 1
.

LT TS L YT A1 er ISIEES AT TG

BNSDOCID: <DE B8607324U1_I_>




in eirfachster Weise mittels eines Gamma-Counters bei radio-
immunologischen Untersuchungen bzw. photometrisch bei lumines-
zenz-immunologischen Untersuchungen gemessen werden kann.

Als ein wichtiger erwlinschter Nebeneffekt bei den radio-
immunologischen Bestimmungen mit der erfindungsgem&fen

Siule ist anzusehen, daf bei radioimmunologischen Bestimmungen
das gesamte radioaktive Reaktionsgemisch in der S&dule aufge-
saugt verbleibt. Nach der Auszidhlung der Proble liegt somit
die Radiokativitit in einer bequemen handhabbaren Form vor;
die Gefahr einer Kontamiaierung mit Resten des fliissigen
Reaktionsgemisches ist gegeniiber den {iblichen Verfahren stark
gesenkt. Auch wenn der Antik&rper stationdr an eine Tréger-
substanz innerhalb des Proberdhrchens gebunden ist, wird

die gesamte fliissige Radioaktivitdt in der Sdule absorbiert;
dabei werden gleichzeitig die freien Antigene im oberen
Sdulenabschnitt gebunden.

Vorzugsweise wird die Filterpapiersdule von unten dicht an

den perforierbaren Boden des oben aufschlagbaren Reaktionsteils
herangesteckt. Hierdurch wird beim Perforieren bis in die

Tiefe des Pilterpapiers ein besonders wirksames Ein-

dringen und ein ebensolches Adsorbieren erreicht.

ZweckmiBig kann die Filterpapiersdule obeneine trichter-

artige Aufweitung haben, mit der sie im Klemmsitz unter

den formdhnlichen Boden der Sdule gesteckt ist.

Das Pilterpapier kann in eine Kunststoffhiilse eingepreft
sein, die gegebenenfalls von einer metallischen Hiilse, ins-
besondere aus verzinktem Kupfer, umgeben ist. Diese eignet
sich als Abschizmmaterial bei extinktionsphotometrischen bzw.
radioimmunologischen Messungen.

Die Perforierung kann von auBe: . ¢genommen werden. Es ist
aber auch méglich, mit dem Boden in Berlihrung stehende Teile
mit Zacken, Spitzea oder dergleichen auszustatten, die,

etwa bei bruck auf die beiden Enden det S&ule dann den Bédein
perforieren (geschlossenes System).Eine besondere Anwendung
von Siule und Filter auf Automaten ist erfindungsgemés
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ebenfalls in Betracht gezogen. Hierbei werden zwei unten
geschlossene rdhrenartige Mikrokiivetten nebeneinander an-
geordnet, wobei die erste als Reaktionsgef&dB8 mit perforier-
barem Deckel dient. Die zweite dient als Trenn- und MeBgefdR
und enthdlt im oberen Abschnitt dicht eingepaBt in eine Kunst-
stoffhiilse das s&ulenartige Filterpapier, im unteren Abschnitt
erfolgt die extinktionsphotometrische Messung. Statt der Ver-
wendung von 2 Mikrokiivetten ist auch eine einzige Vorricltung
denkbar, wobei oben der beschriebene Reaktionsteil mit per-
forierbarem Boden und unten der Trenn- und MeBteil angeordnet
sind. Der Trennteil besteht aus der oben beschriebenen Filter-
papiersdule, oben trichterfdrmig aufgeweitet und im Klemmsitz
unter den Boden des Reaktionsteils gesteckt. Der MeBSteil ist
eine Mikrokiivette, die von unten i{iber die Kunststoffhiilse

des Reaktionsteils geschoben ist.

Bei dieser Ausfihrungsform ist es moglich, die Reagenzien mit
Ausnahme der zu bestimmenden Substanz bei tiefen Temperaturen,
insbesondere unterhalb -20°C, zu lyophilisieren.

Schliefilich ist bei Einsatz der MaS8nahme nach der Erfindung
in Automaten moglich, alle Sdulen durch einen einzigen
Beaufschlagungsvorgang, manuell oder apparativ, perforierbar
auszubilden. Die Beaufschlagung der Sdule erfolgt, wie bei
allen Weiterbildungen der Erfindung, von oben.

Eine besonders zweckmifiige wichtige Weiterbildung der Er-
findung ist darin zu sehen, das lkreppfdrmige Filtermaterial
zur Erhéhung seiner Bindungsaffinitdt mit einer organischen
S8ure, insbesondere Malein- oder Oxalsdure oder gegebenen-
falls einer Base, zu imprégnieren, und das Imprégniermittel

wieder auszuwaschen. Dies verleiht dem wiedergetrockneten
Papier durch eine gewisse Quellung der Fasern eine verbes~
serte Absorptionsfihigkeit und Differenziering detr Absorp-
tion.
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Beispielsweise Ausfiihrungsformen solien nun mit Bezug auf

die beiliegenden Zeichnungen ndher erldutert werden, in
denen

Fig. 1 eine chromatographische S3dule fiir das radio-
immunologische Untersuchungsverfahren (Radio-
Immuno-Assay -RIA);

Fig. 2 eine chromatographische Sdule z.B. fiir fluoreszenz- oder
lumineszenz-immunologische Untersuchungsmethoden:

Fig. 3 eine Ausfiihrungsform mit Mikrokiivette;

Fig. 4 /5 Reaktionsgefds und MeBgefids flir Automaten und

Fig. 6 eine weitere Ausfiihrungsform zeigt.

Fig. 1 zeigt fiir radioimmunologische Bestimmungen ein Proben-
réhrchen 10, in das eine stehende chromatographische Sdule 12
dicht eingeuchoten ist, die etwa in der Mitte iiber einen Boden
14 verfiigt. Die fHule mit Ausnahme des Filterpapiers und das
Probenrdhrchen bestehen aus einem durchsichtigen Kunststoff,
vorzugsweise aus Polyethylen. Der Boden 14 des Reaktions-
gefifes ist fest und abgedichtet bezliglich der S&ule angebracht.
Der Boden 14 ist bei 16 konisch oder trichterférmig nach unten

ausgebildet und verfligt ber eine diinne perforierbare Basis 18.

purch die Konizit#t des Trichterbodens entsteht ein ent-
sprechender Ringraum 20, der aus der Innenwand des geraden
Siulenrohres und der AuSenwand des trichterartigen Bodens ge-
bildet ist und oben spitz zulsuft. Diese einfache Konstruktion
wird ausgeniitzt, um in unten zu beschreibender Weise eine Klemm-
verbindung zu ermodglichen.

Komplementdr zu diesem Trichterboden verfiligt der Filter- und
MeBteil des TrenngefdBes liber eine Hiilse, die in einen
komplementdr trichterfdrmig aufgeweiteten Teil 22 iibergeht.

Pie Hiilse kann aus Metall, aber auch aus Kunststoff bestehen.
In die titilse ist dichteingepreft ein Filter 30 aus prépariertem
Krepp-Papier, welches das eigentliche Sdulenmaterial bildet.

Bs verfligt {iber eine Umhiillung 32 aus einem &duBeren steifen

8607324U1_1_>
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Runststoff. Das Sdulenmaterial kann aus Zellulose bestehen,
die mit chemischen Imprdgnierungsmitteln z.B. mit organischen
Sduren, vorzugsweise Malein- oder Oxalsidure oder ggf. mit
einer Base, vorbehandelt wurde. Das mit Hiilse versehene
Reaktionsrdhrchen wird in den Trichteransatz der Siule so
eingesteckt, daB das Filter 30 den perforierbaren Boden
kontaktiert.

Bei der erfindungsgemiBen Durchfiihrung der Probenbestimmung
werden die Reagenzien in den Reaktionsteil 13 pipettiert.
Nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes am .nde der
Inkubationszeit wiré mit einem spitzen Gegenstand der
trichterf6rmige Boden des Reaktionsteils von unten oder, bevor-
zugt von oben, perforiert und zwer ein gutes Stiick in das
Kreppfilter hinein. Das fliissige Reaktionsgemisch 1&uft

durch den perforierten Boden in den sdulenfdrmigen Filter.
Dabei erfolgt die Trennung in der Form, daB8 die ungebundene
Phase, d.h. die freien, nicht an Antikérper gebundenen Anti-
gene im oberen Siulenabschnitt absorbiert werden, wd3hrend

die gebundene Phase, d.h. der Antigen/Antikérper-Komplex

in den unteren S3ulenabschnitt wandert. sdmtliche radio-
aktive Fliissigkeit wird von dem wasserdicht umhiillten Filter-
papier aufgesogen und kann somit ohne Kontaminationsgefahr
leicht entsorgt werden. Bei der Testdurchfiihrung kann selbst-
verstédndlich das R&hrchen mit einem Deckel 40 verschlossen
werden. Durch das enge Anliegen des Filtermaterials am Boden
des Reaktionsgefidfes und das durchgehende Durchstechen ist
eine ausgezeichnete Benetzung des gesamten S&ulenmaterials 30
gewéhrleistet. Andere M&glichkeiten der senkrechten Fixierung
des Filterpapiers mit Hiilse innerhalb der gesamten Sdule sind
selbstverstidndlich mdglich, wie kleine Rippen an dem einen Teil,
Ausnehmungen am anderen Teil, ein Ringwulst am trichterférmigen
Boden und eine Ringnut an der aufgeweiteten Hiilse etc..
Nachzutragen ist noch, daB der obere Sdulenabschnitt, das
Reaktionsgefdp 13, {iber einen aufgeweiteten Teil 36 (Passkragen)
in das Hiillrohr 10 eingepast ist.
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Fig. 2 zeigt ein Ausfilhrungsbeispiel, insbesondere Flir lumi-

neszenz-, fluoreszenz- und enzym-immunologische Untersuchungs-

verfahren. In einem Hiillrohr 50 wird eine &hnliche Konstruktiofi

wie in Fig. 1 in Form einer Sdule 52 mit satt gegen die Hiill-

rohrinnenseite einpassenden Sdulenkopf 54 eingeschoben.

Handelte es sich bei der Konstruktion der Fig. 1 im
n 2

lichen bei der Hillsenaufweitung des langen Filters ug

in relativ kurzer Ausbildung der Aufweitung, so ist fiir das
Lumineszenzverfahren nur ein kurzes Stlick Filter 56, gegeberien-
falls mit Kunststoffaufenhiille, in einém beispielsweise langen
metallischen Hlilsenrohr 57 gehalten. Eine beispielsweise aus
Kunststoff bestehende aufgeweitete Manschette 59 ist in &hn-
licher Weise wie in Fig. 1 iiber den komplementd3ren Trichter-
boden 58 der Sdule gesteckt. Diesmal geht die aufgeweitete
Hiilse/Abschirmung 59 bis ganz oben an den zwischen der Innen-
seite des geraden S3dulenrohrs und der AuBéfiseite des trichter-
férmigen Bodens 58 gebildeten Zwischen- oder Ringraum und

ist satt in diesem bei geringem Andruck enthalten. Auch das
gegebenenfalls metallische und aus verzinktem Kupfer bestehende
Hilsenrohr 57 fiir die Fixierung des Filters dient als Abschir-
mung. Nach der Darstellung ist die Sdule unten schrig zuge-
schnitten, um ein Abtropfen der nur in geringen Mengen ge-
gebenenfalls vorhandenen Fliissigkeit 2zwangsweise sicherzu-
stellen. Ausfilihrungsformen ohne Abschirmung 59 sind méglich.
Das Filterpapier kann auch in die Kapillarhiille eingeprest
werden . Zur fluoreszenz-immunologischen Untersuchung werden

die Reagenzien in den Reaktionsteil 60 der chromatographischen
Sdule einschliefSlich der markierenden Substanz pipettiert.

Nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichts wird der trichter-
formige Boden des Reaktionsteils bis an das dicht darunter
liegende Filterpapier perforiert und das fliissige Reaktions-
gemisch flieBt von oben in die Filtersdule. Dabei werden die
Komponenten getrennt, indem die freie Phase im oberen S&dulen-
abschnitt gebunden wird und die gebundene Phase, d.h. der zu
messende Antigen/AntikSrper/Komplex die Trennsiule durchlduft
und auf den Boden des Probenrdhrchens hinunter tropft und hier

.. (%) sy sees
. . .

also extinktionsphotometrisch gemessen werden kann.
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Die Abschirmung 59 kann eingeférbt sein.

Fig. 3 zeigt eine Ausflihrungsform mit einer MeBkiivette 66,
die als Mikrokiivette ausgebildet ist und, um auch fiir sehr
kleine Mengen abgefilterer Fliissigkeit brauchbar 2zu sein,

im unteren Bereich 68 eingeschniirt ist. Es ist interessant,
daf die gleiche Sdule 70 mit praktisch dem gleichen trichter=
artigen Boden 72, wie bezliglich Fig. 1 und 2 beschrieben,

NI22 o a - e 2

und einfach mit ihrem unteren
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offenen Ende 74 eingeschoben wird. In diesem Fall ist das
Filtermaterial 76 eingepreft in einer Kunststoffhiille 78,

die dicht dem perforierbarem Boden 80 des trichterfdrmigen
Reaktionsgefdfies anliegt. Das ReaktionsgefdB kann wieder

durch einen Deckel 40 abgeschlossen sein. Ehnlich wie in

Fig. 1 das untere Ende des Hiillrohres bildet hier die Mikro-
kiivette das MeBgef&8, die Sdule 70 das Reaktions- und Trenn-
gefdsd. Der Antigen/Antikérper/Komplex kann wieder photometrisch
gemessen werden. In diesem Fall ist keine gesonderte Abschirmung
vorgesehen, kKann aber angeordnet werden. Es handelt sich bei
der Mikrokiivette um eine Konstruktion mit aus meBStechnischen
Griinden besonders kleinem Boden 82.

Besonders fir Automaten sind die Mikrokiivetten 86 und 88

der Figuren 4 und 5 geeignet. Die Mikrokiivette 86 bildet

das Reaktionsgefdf,die Mikrokiivette 88 der Fig. 5 das

MeBSgefds.

Die Mikrokiivetten konnen beispielsweise gruppiert in Racks
angeordnet werden. Bei der Messung wird das Reaktionsgefis

dann immer libergangen und nur im MeBgefiB gemessen. Die beiden
Gefdfle sind durch dichtschlieBende steckbare Deckel 88 abge-
schlossen. Die Mikrokiivetten sind unten wieder eingeschniirt,

um einmal gut in den Halter des Automaten zu passen, zum an-
deren, um auch kleinste definierte Volumina messen zu kdnnen,
wie bei 90 zu sehen ist. Bei der Probenuntersuchung nach immuno-
logischen Verfahren, besonders bei fluoreszenz-immunologischen
Bestimmungen erfolgt nach bestimmtem Ablauf das Pipettieren der
Reagenzien in die Mikrokiivette 86 als Reaktionsgefif. Nach Be-

B8607324U1 _[_>



as

-G

endigung der Inkubationszeit wird das Reaktionsgemisch aspi-
riert und in der MeBkiivette 88 auf den Filter gegeben. Wenn
die Fliissigkeit den s8ulenfdrmigen Filter durchlluft, werden
die Komponenten getrennt wie flir Fig. 2 oder 3 beschrieben.
Die Fliissigkeit auf dem Boden der MeSkiivette enthilt den
Antigen/Antik&érper/Komplex und kann photometrisch gemessen
werden. Die Mikrokiivette 88 kann die gleiche Form wie die
Mikrokiivette 86 der Fig. 4 haben. Beim Filter kann es sich
um das gleiche Filtermateflal wie Schon beschrieben und
unten ndher erléutert handeln. Das Filtermaterial wird hier
in eine den Innenumfang der Mikrokiivette 88 wvoll ausfiillende
beispielsweise aus Kunststoff bestehende Hiilse 94 gegeben.

burch die MaBSnahme nach der Erfindung erfolgt also die Reagenzien-
aufgabe oben in der beschriebenen chromatographischen Sé&ule,
im Mittelteil wird gefiltert und getrennt, unten wird gemessen.

Beim S&ulenmaterial handelt es sich um ein trockenes Adsorptions-=
mittel aus unpolarem Material in Form eines homogenen verfilzten
kreppférmigen und zu einer dichten Sdule gercllten Filterpapiers
mit hohem Reinheitsgrad. Das Filterpapier besteht aus reinem
Linters mit einem Polymerisationsgrad von 2000 - 3000 oCler aus
Regeneratzellulose mit einem Polymerisierungsgrad von 800 -

3000 und ist frei von léslichen Stoffen. Das verwendete Filter-
papier besitzt eine gleichmifige Textur mit Poren in der GrdéB8en-
ordnung von 1 - 14/um und weist liber der HShe der Sdule eine
gleichm&fige Saugfdhigkeit auf. Um die Bindungsaffinitdt zu
erhdhen, ist das Filterpapier mit Sduren, vorzugsweise Malein-
oder Oxalsidure, ggf. auch mit Basen behandelt . Die Trennung
erfolgt schnell und &uBerst prdzise durch das Zusammenwirken
von Schwerkraft und Kapillarkrdften. Die Auftrennung erfolgt
iiberraschenderweise so, daB8 die niedermolekularen Bestandteile
(freie Antigene und Antikdrper) im oberen S&dulenabschnitt, d.h.
nach kurzer Laufzeit, gebunden werden, wihrend die hochmoleku-
laren Antigen/Antikdrper/Komplexe ungebunden die Sdule durch-
wandern. In Fig. 1, bei unter abgeschlossener Sdule, verbleiben
die Komplexe im unteren S3ulenabschnitt. In Fig. 2 mit unten
offener Sdule ist der Komplex in der nach unten abtropfenden
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Fliissigkeit enthalten. Vermutlich tiberwiegen bei dem ‘‘er-
wendeten umpolaren Adsorptionsmittel van der Waals' und hydro-
phobe Wechselwirkungen, die das Wanderungsverhalten erkléren
kdnnen.

Bei allen Ausflihrungsformen konnen sémtiiche Reagenzien mit
Ausnahme der zu bestimmenden Substanz in der Sdule lyophili=-
siert werden.

Fie Ausfiihrungsform nach Fig. 1 fiir radio-immunologische
Bestimmungen enth&lt eine Metallabschirmung im oberen Filter-
abschnitt; so daB nur die Radioaktivitdt des unten befind-
lichen Antigen/Antik&rper/Komplexes gemessen wird. Ahnlich
enthalten die Ausfiihrungsformen fiir fluoreszenz= oder lumines-
zenz-immunolnagische Untersuchungen (Fig. 2, 3, 5) eine Ab-=
schirmung aus Kunststoff um das sdulenartige Filterpapier

zur Vermeidung jeder Lichtreflexion.
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Schlie3lich ist es, beispielsweise fiir Automaten, noch
méglich, etwa durch gleichzeitiges Aufdriicken eine ganze

Serie von Sdulen zu perforieren. Dies kann beispielswcise

von Hand oder iiber eine Platte geschehen. Hierzu kdnnte bei-

spielsweise der Deckel mit langen spitzen Zacken versehen

sein. Die Perforation wiirde bei Druck auf den Deckel er-

folgen. Hier wdre es allerdings notwendig, die "Sdule"

ausreichend steif auszubilden. Der trichterférmige Boden

der Sdule wird im wesentlichen vorgeschwdcht ausgebildet.

Durch die MaBnahme nach Aer Erfindung wird ein HuBerst

preiswertes pr&zises und umweltfreundliches Gerit

fiir die iliblichen immunologischen Verfahren zur Verfiigung

gestellt.
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Beispiel (Bestimmung von Cortisol durch Chemilumineszenz-
Immunoassay)

Zur Bestimmung des Cortisols im Serum werden die folgenden,
alle zweckmdBig in einem Kit enthaltenen Reagenzien verwendet.

1. Antiserum. Das hochspezifische Antiserum wurde durch Immuni-
sierung von Kaninchen mit einem Albumin (BSA)/Cortisol-3-
(O-Carboxylmethyl)-oxim-Konjugat gewonnen. Die Kreuz-
reaktion des Antiserums mit andern endogenen Corticosteroiden
ist unbedeutend. Das an das endogene Transportprotein
(CBGC) gebundene Cortisol wird statt durch ein Deblokier-
mittel Merthiolat und ANS durch Verwendung von 0,1 mol/l
Phtalat-Puffer pH 4,0 freigesetzt.

2. Als Tracer wurde Cortiso—-e-Carboxymethyloxim (4-Aminobutyl-N-
ethyl)~isoluminal (Cortisol ABEI) synthetisiert und im
Phthalat-Puffer im Chemilumineszenz-Immunoassay verwendet.

3. Coritsol-Standards in Cortisol~freiem Humanserum, kalibriert
mit der WHO First International Reference Preparation at
Steroid Hormon. Ein Kit enthdlt 6 Standards mit folgenden
Konzentrationen }ug/dl): o, 1, 5, 10, 20, 50.

4., Trockene chromatographische Trennsidulen, die als Sdulen- -

material ein gekrepptes Filterpapier von hohem Reinheits-
grad enthalten und mit organischen Sduren wie 0,1 N
Maleinsdure behandelt und getrocknet wurden.

5. Als Katalysator wurde Mikroperoxidase/ﬂzo2 verwendet.
Das Qxidationssystem Mikropercxidase/ﬂ202 hat sich als
geeignet erwiesen: Hierbei liefert eine Mikroperoxidase-
Konzentration von S/u mol/l in 1,5 N NaOH bei einer
HZO2 -Konzentration von etwa 0,1 % die besten Ergebnisse.

Testdurchfiihrung

Z2ur Bestimmung einer unbekannten Menge von Cortisol werden

zUu Serumproben von 5 ~ 100/u1, vorzugswelse lo/ui, 0,1 ml
Cortisol-Antikérper und 0,1 ml Tracer (Cortisol ABEI 1077 molar)
zugegeben. Dag Reaktionsgemisch wird 30 Minuten bei Raum-

.B607324U1_|_>
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temperatur bis zur Einstellung des Reaktionsgleichge-
wichts inkubiert. Danach erfolgt die Trennung der gebun-
denen Phase, d.h. des Antigen-Antikd:iper-Komplexes von

der freien Phase dadurch, da8 der Boden des Reaktionsge-
fédfes mit einem Perforationskamm perforiert wird; danach
flieft das Reaktionsgemisch von oben durch die trockene chro-
matographische S&ule nach unter. Um die Trennung zu ver-
bessern, werden nach dem Durchlauf noch 0,5 ml Wascer zu-
gegeben. Es zeigt sich, da8 im oberen Abschnitt der chro-
matographischen S#ule die freie Phase gebunden ist, wdhrend
sich die gebundene Phase in der Filissigkeit mit MeSr8hrchen
befindet.

AnschlieBend werden 200/u1 NaOH 1,5 N sowie 100/u1 Mikro-
peroxidase 5/u rol/1 in das Me8r&hrchen pirettiert. Das
Mefrbhrchen wird in die MeSkammer des Luminometers gebracht
und die lichterzeugende Peaktion wird durch Injektion

von I;O/ul H,0, 0,2 % intiiert. Die Fldche unter der Licht-
intensitdts-%eit-Kurve wird {iber eine vorgewdhlte Zeit

integriert.

Testauswertung

Die Auswertung der MeBSergebnisse erfolgt unter Verwendung

einer Eichkurve aus 5 Standards. 2Zur Erstellung der Standard-
Eichkurve wurde das gemessene Integral gegen die entsprechende
Standard-Konzentration nach der Spline-Approximation-Standard-
kurve aufgetragen.

Der Mittelwert zur Bestimmung der Nachweiempfindlichkeit

liegt bei 0,2 mg/dl Cortisol, 3.h. Cortisol-Konzentrationen
unter 0,3 mg/dl Cortisol konnen ebenfalls mit guter Reprodu-
zierbarkeit gemessen werden. Die Bestimmung der Intercept-Werte
gibt an, ob das Verhdltnis der einzelnen Testkomponenten (Ag,
Bk, markiertes Antigen) und die DiskriminierungsfZhigkeit des
Testsystems in eienm idealen Bereich liegen. Die gefundenen
Cortisol-Werte fiir den 90%- und den 50%-Interceptpunkt liegen
fiit 0,2 bis 1,3 mg/dl Cortisol bzw. 10 bis 20 mg/dl Cortisol

im optimalen Bereich und verlaufen iliber den gesamten MefSbereich
annidhernd linear., Die relative Wiederfindung schwankt dabei
zwischen 96 bis 104%.
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Eine andere Moglichkeit, ein Verfahren gemdf der Erfindung durchzu-
fihcen, besteht darin (Fig. 6), mit einem Reaktionsgefds 100
aus einem Material,wie vorher erwi@hnt, gegebenenfalls nach

i
{
£
:
4
§

Aufsatz einer nicht dargestellten Kappe zu arbeiten. Nach
der Reaktion im GefdB 100 und nach Zugabe der markierenden
Substanzen wird der Filter- und Trennteil 106 dicht an den
Hals 102 des Reaktionsgefdfies gesteckt. Dichtungen 1064 sind
hierzu angedeutet. Es kann sich aber auch um jede andere

formschliissige gut abdichtende Verbindung handeln. Ia dem
Trenn—- und MeBteil 106 ist ein Filter 110 der vorbeschrie-
4 benen Art dicht eingeprefit. Die Pressung kann iiber nur an-
gedeutete Rippen 112, die oben und unten vorgesehen sein
kbnnen, vergréBert werden. Der MeB8- und Trennteil ist hier-
bei durchgehend, d.h. es fdllt der vorher erwdhnte perforier-
bare Boden fort. Nach dem ARufstecken wird das Ganze um

180° gedreht (auf den Kopf gestellt). Die Lésung lduft
durch das in oben beschriebener Weise vcrpridparierte Filter
3 durch. Die Messung erfolgt in vorbeschriebener Weise.

Das Trennen von Kopf- und Bodenteil kann natiirlich an einer

«nderen Stelle, beispielsweise nahe dem unteren Teil des
RektionsgefdBes 108 oder an einer anderen zweckmdfigen Stelle

-, v

vorgenommen werden.

Die Bereitstellung erfolgt vorzugsweise als Kit, enthaltend
die chromatographische Sdule sowie die {iblichen bekannten
Reagentien filir ein bestimmtes Testverfahren, gegebenen-
falls in abgemessenen Einheitsmengen.

Das Mefgerdt kann hierbei auch wie die Mikroklivette der Pig. 5
(ohne zu perforierenden Boden) geformt und mit dem Realtions~
gefdB8 zusammensteckbar ausgebildet sein.

A,

BNSDQCID: <DE 8607324U1_I_>




A%

7/

. s eeo X re

European Patent Attorneys Deutsche Patentanwiilte
Dr. W. Miiller-Boré 1

Dr. Paul Deufel

Dipl.-Chem., Dipl.-Wirtsch.-Ing.

Dr. Alfred Schdn

Dipl.-Chem.

Werner Hertel
Dipl.-Phys.
Dietrich Lewald
Dipl.-Ing.

Dr. Ing. Dieter Otto
Dipl.-Ing.

° Dr. Maller-Bore und Fanner s POB 260247 » D-8000 Monchen 26 *

’

G 86 07 324.9

Brit. Chartered Patznt Agent
. . Peter B. Tunnicliffe
M.A. (Oxon) Chem.
G 3465 Lw/Ge
Dipl.-Chem. Dr.rer.nat. Armin Gilak

5302 Meckenheim-Merl

Chro:atographische S#ule fiir immunologische Untersuchungs-
verfahren

ANSPRUCHE

1. Chromatographische Siule zum Separieren der Antigen-
Antikdrper-Komplexe von den freien, nicht an Antikérper
gebundenen Antigenen und/oder zur vollstédndigen Bindung
aller markierten Substanzen bei der immunologischen
Bestimmung von Antigenen bzw. Haptenen nach radio- lumineszens-
fluoreszenz- oder enzcym-immunologischen Bestimmungs-
methoden, bei der in einer wasserfesten und wasser-
dichten Umhiillung als unpolares Si#ulenmaterial ein
kreppférmiges dichtgeroclltes Filterpapier mit hohem
Reinheitsgrad, insbesondere aus Regeneratzellulose,
eingeprefit ist,
dadurch gekennzeichnet , daf
die chromatographische stehende Sdule aus Filterpapier einen oberer
von oben beaufschlagbaren Reaktionsteil (13) und
einen unteren Trenn- und Mefteil (10; 32 bzw. 50; 56
bzw. 76; 78) aufweist, die durch einen perforierbaren

[X) LX) “l‘ l.l:‘l‘: ‘l.

...l :'..: : ‘. [ l.llll

D:6000 Miindien 2 POB 260247 ‘.o’ ogabet! ¢ ‘o0’ Teléton' ‘Telecapier Infotec 8400 B Telex
Isartoiplatz o D:8000 Mtinchen 28 Muebopat 089/22140347 Gl+111 (o89) 22 9643 5.24 285

TRy

BNSDOCID: <DE 8607324U1_I_>




o ——————

BNSDOCID: <DE

Boden (16; 22 bzw. 58 bzw. 80) voneinander getrennt
sind.

Chromatographische S&ule nach Anspruch 1, dadurch
gekennzedichnet, daB die

S&ule von unten dicht an den perforierbaren Boden
der Saule herangesteckt ist.

Chromatographische S&ule nach Znspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dag die

Sdule oben und auBen eine trichterartige Aufweitung (16;53;72)
tragt, mit der sie in Klemmsitz unter den in der Form
&hnlichen Boden der Sdule gesteckt ist.

Chromatographisciie S&ule nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet ,daB die Siule
aus Filtermaterial in eine Kunststoffhiilse ein-

gepreSt ist, die gegebenenfalls von einer metallischen
Hiilse, insbesondere aus verzinktem Kupfer, umgeben

ist.

Chromatographische Siule nzch einem der Anspriiche 1

bis 3, dadurch gekennzeichnet b das der Filtermater:
teil der Sdule von einem Material, insbesonderc

Kunststoff, als PaBteil zur SHuleninnenwand umhiillt

ist, mit dem sie gegen den konischen bzw. trichter-

formigen Boden der Siule geklemmt ist,

Chromatographische S&ule nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet
daB die Sdule insgesamt

’

mittels eines PaBkragens (36)
an ihrem oberen Ende in ein Kunststoffreagenzrdhrchen
dicht gesteckt ist.

Chromatographische Sdule nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennze ichnet, daB der Filter
teil cer Sdule insbesondere fiir photometrische Messungen,
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gegen den Boden des Reaktionsteils abgeschirmt ist.

RTRTIREGTIRS T Tt

8. Chromatographische Siule nach Anspruch 7, dadurch

gekefnnzeichnet ,6 dasde trichterartig aufgeweitete Abschirm
as dremperforierbaren, insbesondere nach unten trichter=
artigen Boden besteht.

9. Chromatographische Sdule nach einem der Anspriiche 3
hie 7 é | 28

~as oy

~ o Yo =

sh gekennzeicechnet, das die trichter- f
artig aufgeweitere Abschifmufg oben an dem afnstéckbaren
Filterteil mit den Boden von unten perférierenden
scharfen Vorspriingen ausgebildet ist.

10. Chromatographische Siule nach einem der vorhergehenden -
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, das
die Sdule durch einen Deckel verschliefbar ist.

11. Chromatographische Siule nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , das der Filter-
materialteil der Sdule zur ErhShung seiner Bindungsaffinitdt
durch chemische :mprégnierungsmittel wie organische Siduren, :

insbesondere Maleinsiure oder Oxalsdure oder ggf. einer Base,
prdpariert ist.

12. Abidnderung der chromatographischen Sdule nach Anspruch
1, gekennzeichnet durch einen unteren
Reaktionsbehilter (100) mit aufsteckbarem Filter- und
MeBteil (106), in welchem sich, dicht geprest, ein

die Wandung dicht abschlieBendes, gegebenenfalls in

", 3

einer Hiille sitzendes zur Erhdhung seiner Bindungs- :
affinitdt vorprdpariertes Kreppfiltermaterial (110) g
befindet, wobei die SZule filir den Trenn- und Mef8vorgang

um 180° (auf den Kopf) verdrehbar bzw. stellbar ist.

¢ ®ses bans e
M . . e o
. . . . 3
. » .
s e s

.

acan
-

.
e

. t
es voee

BNSDOCID: <DE 8607324U1_1_>




BNSDOCID: <DE

8607324U1_I_>

13.

14.

15.

Chromatographische S&dule nach einem der Anspriiche

1 big 11, mit Filter, in Automaten, dadurch
gekennzeichnet, daf zwei unten geschlossene rdhref-
artige Mikrokivetten nébeneinander angeordnet sind,
daB als Reaktionsgef&f ein SiHulendufsatz vorgesehen
ist oder die Mikrokiivette selbst als Reaktionsgefds
bei perforierbarem Deckel ausgebildet ist und auf
der zweiten Mikroklivette ein Trenn- oder Mefisdulen-
aufsatz mit Sdule aus Filterpapier vorgesehen ist
oder das Filter allein in die zweite Mikrokiivette
éingesetzt ist.

Chromatographische S&ule nach Anspruch 13, dadurch
gekennzeichnet, daB die Reagenzien mit Ausnahme

der zu bestimmenden Substanz bei tiefer Temperatur,
insbesondere unter -20°C, lyophilisierbar ausgebildet
sind.

Chromatographische Sdule nach Anspruch 13 oder 14,
dadurch gekennzeichnet,; daB bei gruppenmdfigem Einsatz
der Mikrokiivetten in Automaten alle S3ulen durch einen
einzigen Beaufschlagungsvorgang, insbesondere durch
die menschliche Hand oder eine Platte, perforierbar
ausgebildet sind.
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